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菜青虫不同虫态及虫龄的多酚氧化酶性质比较
薛超彬1 , 陈清西2 , 王　勤2 , 柯莉娜2 , 罗万春1 3
(11 山东农业大学植物保护学院 ,农药毒理与应用技术省级重点实验室 ,山东泰安　271018 ;
21 厦门大学生命科学学院教育部细胞生物学与肿瘤细胞工程重点实验室 ,福建厦门　361005)
摘要 : 初步比较了菜青虫 Pieris rapae (L. )不同虫态及虫龄的多酚氧化酶 (polyphenoloxidase) 的性质。结果表明 ,不同虫态及虫
龄的多酚氧化酶活力有很大的不同 ,其中以 5 龄幼虫酶活力最高 ,蛹酶活力最低。酶活力大小依次为 : 5 龄幼虫 > 预蛹 > 4
龄幼虫 > 3 龄幼虫 > 蛹。以邻苯二酚为底物 ,研究了 pH对多酚氧化酶活力的影响 ,结果表明酶催化底物氧化均有一个最适
pH区域 ,不同虫态及虫龄的多酚氧化酶最适 pH基本相同 ,其值为 710 ±012。不同虫态及虫龄的多酚氧化酶催化底物氧化的
最适温度有很大的差异。3 龄、4 龄、5 龄幼虫、预蛹和蛹的多酚氧化酶活力的最适温度分别为 3610 ±015 ℃、3815 ±110 ℃、4310
±110 ℃、4515 ±110 ℃和 5010 ±115 ℃,说明蛹期的多酚氧化酶活力的最适温度较高。进一步比较催化底物氧化反应的活化能 ,
测得 3 龄、4 龄、5 龄幼虫、预蛹和蛹的多酚氧化酶活化能分别为 :43110 ±0128、36150 ±0127、25179 ±0132、30110 ±0121 和 58188
±0139 kJΠmol。通过测定不同虫态及虫龄的多酚氧化酶催化邻苯二酚和 L-多巴氧化反应的动力学特征参数 ,比较了不同虫期
的酶对底物的亲和力。
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Comparison on properties of polyphenoloxidase from Pieris rapae( L . ) in different
stages and instars
XUE Chao-Bin1 , CHEN Qing- Xi2 , WANG Qin2 , KE Li-Na2 , LUO Wan-Chun1 3 (11 College of Plant Protection , Key
Laboratory of Pesticide Toxicology and Application Technique , Shandong Agricultural University , Taian , Shandong
271018 , China ; 21 Key Laboratory of Ministry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering , College of Life
Sciences , Xiamen University , Xiamen , Fujian 361005 , China)
Abstract : The kinetic properties of polyphenoloxidase (PPO) from Pieris rapae (L. ) in different stages and instars were
studied and compared. The results showed that the polyphenoloxidase activity was different at different stages and instars
in this insect . The enzyme activity of the 5th instar was the highest and that of the pupa was the lowest . The order of the
enzyme activity was the 5th instar > prepupa > the 4th instar > the 3rdinstar > pupa. The effect of pH on the activity
of polyphenoloxidase was studied , and the results showed that the optimum pH was the same value in all of the stages and
instars and the best pH value for the oxidation of catechol was 710 ±0121 The optimum temperature of the
polyphenoloxidase activity was very variable in the tested stages and instars of the insect . The optimum temperature for
the 3rd instar , 4th instar , 5th instar , prepupa and pupa was 3610 ±015 ℃, 3815 ±110 ℃, 4310 ±110 ℃, 4515 ±
110 ℃and 5010 ±115 ℃, respectively , indicating that the optimum temperature of the pupa was the highest . The
activation energy of the enzyme from this insect for the oxidation of catechol was 43110 ±0128 , 36150 ±0127 , 25179 ±
0132 , 30110 ±0121 and 58188 ±0139 kJΠmol for the 3rd instar , 4th instar , 5th instar , prepupa and pupa ,
respectively. The kinetic parameters for the oxidation of catechol and L-DOPA by polyphenoloxidase from the different
stages and instars were determined and compared.
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　　多酚氧化酶 (polyphenoloxidase ,PPO ,EC1. 14. 18.
1)广泛存在于生物体内。它是昆虫体内的一种重要
酶类 ,在昆虫的变态发育和免疫系统中起着重要作































在室内大量饲养。取 3 龄、4 龄、5 龄幼虫和预蛹及
化蛹后第 2 天蛹 (2 日蛹) 作为实验材料。所用酶的
底物邻苯二酚和 L-多巴 (L-DOPA) 为 Sigma 公司产
品 ,其他试剂均为国产分析纯或化学纯。
112 　酶液制备
取 3 龄、4 龄、5 龄幼虫、预蛹和 2 日蛹按 5 倍体
重的比例加入预冷的 012 molΠL Na2 HPO4-NaH2 PO4缓
冲液 (pH 6180) ,冰浴匀浆 ,冰箱 4 ℃静置 30 min ,
4 ℃,8 000 rΠmin 离心 30 min ,获得上清液作为酶活力
分析样品。
113 　酶活力测定方法
参照 Benjamin 和 Montgomery (1973) 的方法并略
有改进。采用磷酸钠盐缓冲体系 ,在 2 mL 的测活体
系中包含终浓度为 011 molΠL Na2 HPO4-NaH2 PO4缓冲
液 (pH 6180) ,4 mmolΠL 邻苯二酚 ,加入 30μL 酶液 ,
监测 420 nm 下光密度值随时间的增长直线 ,从直线
斜率求得酶活力。实验在 37 ℃恒温下进行 ,使用仪
器为 Beckman DU 650 分光光度计。酶活力单位 (U)
定义为以每分钟催化底物氧化增加 OD 值为 11000
的酶量。虫和蛹的多酚氧化酶酶量以每克体重所含
的酶活力单位数 (UΠg)表示。各实验均重复 3 次 ,每
次重复制备酶液。
114 　pH对酶活力的影响








按张　等 (1999) 方法测定。在 pH 6180 的测活
体系中 ,改变底物浓度 ,测定酶促反应的初速度
( v0 ) ,按Lineweaver-Burk 双倒数作图 ,求出酶促反应
的最大速度 ( Vm) 。测定温度对酶促反应的 Vm的影
响 ,结果根据 Arrhenius 公式 ,以最大反应速度之对
数 (lgVm)对 1ΠT 作图 ,得直线关系 ,从直线斜率求出
酶催化反应的活化能 ( Ea ) 。
117 　底物专一性及动力学特征参数测定
分别以邻苯二酚 (3135～2010 mmolΠL)和L-多巴
(014～ 210 mmolΠL ) 为底物 ,在 420 nm 和 475 nm





酶活力 ,测得 3 龄、4 龄、5 龄幼虫、预蛹和 2 日蛹的
多酚氧化酶含量 (UΠg) 分别为 9183 ±0124、10196 ±
0127、22157 ±0135、12153 ±0128 和 8136 ±0114。结
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果表明 (图 1) :菜青虫不同虫态及虫龄多酚氧化酶
的活力有很大的不同 ,以 5 龄幼虫的活力最高 ,蛹期
的活力最低。在幼虫期 ,酶活力呈现随幼虫龄期增
加而增高的趋势 ,5 龄幼虫酶活力达最高 ;而在蛹期
酶活力呈下降趋势。
图 1 　菜青虫不同虫态及虫龄多酚氧化酶活力比较
Fig1 1 　The polyphenoloxidase activity of different stages
and instars of Pieris rapae
图 2 　pH对菜青虫不同虫态及虫龄多酚氧化酶活力的影响
Fig1 2 　Effect of pH on the activity of polyphenoloxidase




活力的影响 ,结果表明 (图 2) :pH 对酶活力的效应
均为钟罩形曲线 ,表明酶催化底物氧化均有一个最
适 pH区域 ,pH对不同虫态及虫龄多酚氧化酶的影
响并无明显的差别 ,最适 pH 为 710 ±012。但从 pH
影响酶活性曲线的趋势来看 ,5 龄幼虫受 pH 影响酶







期的增加而增大 ,蛹态最高。3 龄、4 龄、5 龄幼虫、
预蛹和蛹多酚氧化酶活力的最适温度分别为 3610
±015 ℃、3815 ±110 ℃、4310 ±110 ℃、4515 ±110 ℃和
5010 ±115 ℃。
图 3 　温度对菜青虫不同虫态及虫龄多酚氧化酶活力的影响
Fig1 3 　Effect of temperature on the activity of polyphenoloxidase
from different stages and instars of Pieris rapae
214 　不同虫态及虫龄多酚氧化酶的活化能
在测活体系中 ,改变底物浓度 ,测定酶促反应的
初速度 ,按Lineweaver-Burk 双倒数作图 ,求出酶促反
应的最大速度 ( Vm) 。在不同温度下 ,测定酶促反应
的 Vm值 ,以 lgVm对 1ΠT 作图 ,得直线关系 ,结果见图
4。多酚氧化酶催化邻苯二酚反应的活化能 ( Ea ) 列
于表 1。结果表明 ,不同虫态及虫龄的多酚氧化酶




反应的动力学。图 5 (A)和图 5 (B) 分别表示 5 龄幼
虫多酚氧化酶催化底物邻苯二酚和 L-多巴氧化反
应的 Lineweaver-Burk 双倒数图 ,内插图为初速度
( v0 )与底物浓度的关系。结果表明酶催化邻苯二酚
和 L-多巴氧化反应均遵循 Michaelis-Menten 双曲线
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图 4 　菜青虫不同虫态及虫龄多酚氧化酶催化
邻苯二酚 Arrhenius 关系图
Fig1 4 　Arrhenius plots for the oxidation of catechol by poly
phenoloxidase from different stages and instars of Pieris rapae
图 5 　以邻苯二酚 (A)和 L-多巴 (B)为底物对菜青虫 5 龄幼虫多酚氧化酶的 Lineweaver-Burk 双倒数作图
Fig1 5 　Lineweaver-Burk plots for the oxidation of catechol (A) and L-DOPA (B) by polyphenoloxidase from the 5th instar of Pieris rapae
表 1 　菜青虫不同虫态及虫龄多酚氧化酶的性质
Table 1 　Properties of polyphenoloxidase from Pieris rapae in different stages and instars of Pieris rapae
虫态及龄期
Stage and instar
最适温度 ( ℃) ( ±S E)
Optimum temperature
最适 pH( ±S E)
Optimum pH
Km (mmolΠL) ( ±S E)
邻苯二酚 Catechol L-多巴 L-DOPA
活化能 Ea ( ±S E)
(kJΠmol)
幼虫Larva
　　3 龄 3rd instar 3610 ±015 710 ±012 7186 ±0109 2113 ±0102 43110 ±0128
　　4 龄 4th instar 3815 ±110 710 ±012 7183 ±0106 2111 ±0103 36150 ±0127
　　5 龄 5th instar 4310 ±110 710 ±012 7125 ±0107 2109 ±0102 25179 ±0132
预蛹 Prepupa 4515 ±110 710 ±012 7156 ±0108 2110 ±0103 30110 ±0121
蛹 Pupa 5010 ±115 710 ±012 18111 ±. 09 3143 ±0103 58188 ±0139
3 　讨论
多酚氧化酶是含有一个双铜核的氧化酶 ,可以









虫 Dendrolimus punctatus 多酚氧化酶的研究结果基本
一致 (李周直 ,1993 ;陈尚文和杨振德 ,1996) ;与不同
龄期斯氏按蚊 Anopheles stephensi (时超美等 ,2000) 和




壁内。这种酶原的活化方式大致有以下几种 : (1) 酶
自身的催化作用 ; (2)酶亚单位的聚集 ; (3) 由某种活
性物质分解部分酶原蛋白而使其活化。活性物质包
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是血液和表皮多酚氧化酶的综合活性。
我们以邻苯二酚为底物 ,研究得出 pH 对菜青
虫不同虫态及虫龄多酚氧化酶活力的影响无明显差








多酚氧化酶活力的最适温度 (40 ℃) (Benjamin and
Maurice ,1998)和龙虾 Panulirus stimpsoni 多酚氧化酶
活力的最适温度 (37 ℃) (夏栋和卞疆 ,2000) 研究结
果有相同之处。进一步比较它们催化底物氧化反应
的活化能 ,结果表明 ,5 龄幼虫多酚氧化酶催化底物
(邻苯二酚) 氧化的活化能最低 (25179 ±0132 kJΠ
mol) ,而蛹期最高 (58188 ±0139 kJΠmol) ,两者比值高
达 2128 倍。5 龄幼虫多酚氧化酶活力 (22157 ±0135




硬、暗化 ;同时离体实验表明 ,当蛋白质过剩时 ,结合
的物质即以还原态的邻苯二酚形式出现 ,且颜色较
浅 ;当形成的醌过量时 ,结合后的物质处于氧化状
态 ,产物的颜色较深 (王荫长 ,2001) 。5 龄幼虫作为
菜青虫幼虫期的最后一个龄期 ,即将进入变态 ,其体
内酶活力最高 ,以便为其自身变态后表皮硬化和黑
化进行准备 ;预蛹期酶活力较 5 龄幼虫低 ,可能是因
其体内部分多酚氧化酶参与了催化 N-乙酰儿茶酚
胺的反应 ;至蛹期时 ,菜青虫已完成变态 ,完成了硬
化和黑化 ,因而酶活力随之降低。实验中测得幼虫
酶活力 3 龄 < 4 龄 < 5 龄 ,应该认为是菜青虫在发




多酚氧化酶对底物作用的米氏常数 ( Km ) 测定结果
(表 1)表明 ,以 5 龄幼虫的 Km最小 ,蛹的 Km最大 ,其
亲和力强弱顺序为 : 5 龄幼虫 > 预蛹 > 4 龄幼虫
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